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見された。この画分は、乳塩基性タンパク質[Milk Basic Protein (MBP)]と呼
ばれ、細胞実験 18,19）、動物実験 22,23）を通して、骨代謝改善作用が確認されただ


























-stimulating factor（M-CSF）]と細胞膜表面に存在する NF-κB 活性化受容体
リガンド[Receptor Activator of NF-κB Ligand (RANKL)]の刺激によって破骨
細胞へと分化誘導される。特に RANKL は、腫瘍壊死因子ファミリー[Tumor 
necrosis factor(TNF) family ]に属する因子で、NF-κB 活性化受容体[Receptor 
Activator of NF-κB (RANK)]を介して、RANK に TRAF6 が結合し、TRAF6 のユビ
キチン化を経て、細胞内に分化誘導のシグナルが伝達される。このシグナル伝
達は、NF-κB の活性化や Mitogen-activated protein (MAP)kinase (p38、ERK、































































１－２－３．マウス骨芽細胞株 MC3T3-E1 による細胞増殖アッセイ  
マウス頭頂骨より株化された、マウス骨芽細胞株 MC3T3-E1 は、明海大学歯学
部久米川正好教授より提供して頂いた。10％ウシ胎児血清（FBS, Thermo Trace
社製）含有α-MEM 培地（GIBCO 社製）中に 2×104 cells/ mL に調製した細胞浮
遊液を、96 well 培養プレートに 100 μL ずつ播種した。5％ CO2 濃度の 37℃
インキュベーターで 1 日間培養後 、培地を無血清α-MEM 培地に交換した。各
試験サンプル 5 μL を添加して、さらに 18 時間同条件で、培養した。培養終了
2 時間前に、ブロモ 2－デオキシウリジン（BrdU）溶液を添加して(最終濃度 10
μM)、培養し、DNA 複製している細胞の核内に BrdU を取り込ませた。細胞核内
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に取り込まれた BrdU の検出には、HRP 標識抗 BrdU 抗体（GE Healthcare 社製）




10％FBS 含有α-MEM 培地（GIBCO 社製）中に 3×104 cells/mL に調製した細
胞浮遊液を、6 well 培養プレートに 3 mL ずつ播種し、5％ CO2 濃度の 37℃イ
ンキュベーターで 1 日間培養した。培地を無血清α-MEM 培地に交換し、さらに
1日間培養した。細胞に MBP またはラクトフェリンを添加し（最終濃度 1 mg/mL）、
20 分間培養した。細胞を PBS で洗浄後、細胞溶解液〔20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 
150 mM NaCl, 1.0％ NP-40, 0.5％ sodium deoxycholate, 0.1％ SDS, 及び EDTA
フリープロテアーゼ阻害カクテル（ロシュ社製）〕を添加した。細胞溶解液中の
タンパク質濃度はローリー法に準じた DC-プロテインアッセイ（バイオラッド
社製）を用いて定量した。等量のタンパク質を SDS-PAGE に供した後、PVDF 膜
に転写した。検出抗体に抗 ERK1/2 抗体及び抗リン酸化 ERK1/2 抗体（プロメガ
社製）を用いた。二次抗体に ALP 標識抗ウサギ IgG 抗体（プロメガ社製）を用




ヒト骨肉腫由来骨芽細胞様細胞 MG-63 は、理研細胞バンクから購入した。10％ 
FBS 含有 DMEM 培地（GIBCO 社製）中に 2×104 cells/mL に調製した細胞浮遊液
を、96 well 培養プレートに 100μL ずつ播種した。5％ CO2 濃度の 37℃インキ
ュベーターで 4 日間培養後 、培地を 1％FBS 含有 DMEM 培地に交換した。細胞に
MBP またはラクトフェリンを添加し（最終濃度 100 μg/mL）、さらに 4 日間培養
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した。培養上清中に産生されるプロコラーゲン 1 型 C 末端ペプチド（PIP）を
PIP 酵素免疫測定キット（タカラバイオ社製）を用いて測定した。 
 




type I collagen:5’-TGA CGA GAC CAA GAA CTG-3’ (forward)、 5’-CAC TCC 
GGC CCA CAA ATC-3’ (reverse); GAPDH: 5’-CCA TGG AGA AGG CTG GGG-3’ 
(forward)、5’-CTG GTA GGC GAT GTC CTT A-3’ (reverse)45)。 
実験１－２－５の条件で処理したヒト骨芽細胞様細胞 MG-63 から総 RNA を抽
出した。抽出には、RNeasy Mini Kit（キアゲン社製）を用いた。cDNA の合成
には、SuperScript 3 First-Strand Synthesis SuperMix（インビトロジェン社
製）を用いた。PCR の条件は cDNA 産物 2 μL、10  mM プライマー溶液各 0.5 μL
ずつ、DEPC 処理水 22 μL と Ex Taq バージョンプレミックス（タカラバイオ社
製）25 μL を混合した。初期加熱を 94℃ で 2 分間行った後、1 サイクル 94℃ 
30 秒、 60℃ 30 秒、72℃ 1 分間で GAPDH は、25 サイクル、I 型コラーゲンは、
35 サイクル行い、最終の伸張反応は、72℃ で 5 分間行った。PCR は、パーキ
ンエルマー社製 DNA thermal cycler を用いた。PCR 産物は、2％ゲルで電気泳










中に2×104 cells/mLに調製した細胞浮遊液を、96 well 培養プレートに100 μ






Takada ら 47)の方法に従い、5 から 7 日齢雄性ウサギ（体重 100 g）の脛骨と
大腿骨から、破骨細胞を含む全骨細胞を調製した。骨から軟組織を除去した後、
5％FBS 含有α-MEM 培地中で骨を解剖鋏で細分化し、全骨細胞を含む細胞浮遊液
を回収した。これを 3 回行い、全量が 35 mL になるように調製した。この全骨
細胞を含む調製液を試験管攪拌機で 30 秒間攪拌した後、2 分間静置して上清 30 
mL を回収した。 
象牙をダイアモンドカッターで 150 μm の厚さに切り出し、二穴パンチを用
いて、直径 6 mm の象牙片を調製した。象牙片は、75％エタノールで殺菌し、乾
燥後本アッセイに供した。 
象牙片上に、細胞浮遊液 100 μL を播種し、5％ CO2 濃度の 37℃インキュベ
ーターで 2 時間培養した。培地を新鮮な培地 180 μL に交換し、MBP 又はラク
トフェリンを含むテストサンプル 20 μL を添加した。培養 2 日後に、象牙片上
の細胞を取り除き、象牙片をヘマトキシリン染色した。破骨細胞が象牙片を骨
吸収した際にできるピット（吸収窩）をデジタルカメラで撮影した。イメージ









は 0.1％ LF-C を含む 0.3％カルシウム含有 AIN-76 準拠餌を給餌する群を試験
群とした。対照群として、0.3％カルシウム含有 AIN-76 準拠餌を給餌した。0.1％ 
MBP または 0.1％LF-C を含む餌は、AIN-76 準拠餌に含まれるカゼインを 0.1％
分置換して調製した。給餌は 17 週間実施した。本実験は、NIH Guide for the Care 





条件は、サンプル間：1 cm 折り曲げ機のスピード：20 mm/min 測定レンジ：




を実施し、グループ間の有意差はフィッシャーの PLSD 法によって解析した。 す





１－３－１．調製された MBP とラクトフェリンの性状 
凍結乾燥した MBP は、褐色を示していたが、陽イオン交換樹脂によって精製
されたラクトフェリン（LF-C）は、ピンク色であった。図 1-1 に示すように、
還元条件での SDS-PAGE では、MBP も LF-C も 15 kDa のタンパク質を含むマイナ
ーなタンパク質のバンドが検出された。それに対して、アフィニティ精製され
たラクトフェリン（LF-A）は、マイナーなバンドはほとんど検出されなかった。
なお、MBP、LF-C、および LF-A に含まれるラクトフェリンの含量はそれぞれ 63％、
92％、及び 98％であった。また、ラクトフェリンが鉄結合タンパク質であるこ
とから、精製されたラクトフェリンが変性しているかどうかを評価するため、












Fig. 1-1. SDS-PAGE of MBP and purified LF. The protein bands were visualized 
with Coomassie brilliant blue. Lane 1: molecular mass marker (M); lane 2: 
MBP; lane 3: LF purified by cation-exchange column chromatography (LF-C); 
lane 4: LF purified by affinity column chromatography (LF-A). The LF purity 
of MBP, LF-C, and LF-Awas 63%, 92%, and98%, respectively. 













１－３－２．マウス骨芽細胞株 MC3T3-E1 の細胞増殖に対する MBP とラクトフェ
リンの効果 
 MBP もラクトフェリンも骨芽細胞の増殖を促進することが知られている
(Cornish ら 31)、 Takada ら 18))。そこで、マウス骨芽細胞株 MC3T3-E1 を使用
して、骨芽細胞増殖活性の比較を行った。BrdU の細胞核内への取り込みを増殖




増殖シグナルによって、ERK は活性化される 50)。MBP とラクトフェリンによる
マウス骨芽細胞株 MC3T3-E1 の ERK の活性化を図 1-2B に示した。活性化 ERK で
あるリン酸化 ERK の量は、LF-C よりも MBP のほうが多かった。また、LF-A では、
ERK はほとんど活性化されなかった。 
これらの結果から、MBP はラクトフェリンよりも強く ERK を介してマウス骨




























Fig. 1-2. Effects of MBP and LF on the proliferation of MC3T3-E1 cells. 
(A) MC3T3-E1 cells were treated with 50 μg/mL of MBP, LF-C, or LF-A. The 
incorporation of bromo-2’-deoxyuridine into DNA was measured during the 
last 2 hours of the 24 hour incubation period. Values are means ± standard 
error (n = 5). Values compared each other are designated with the respective 
superscript letters (a, b and c), and are significantly different at P < 
0.05 (Fischer's protected least significant difference test). (B) MC3T3-E1 
cells were treated with 1 mg/mL MBP or LF for 20 minutes and phosphorylated 
(top panel) or total (bottom panel) ERK in the lysate were immunoblotted. 





１－３－３．ヒト骨肉腫由来骨芽細胞様細胞 MG-63 の細胞分化に対する MBP と
ラクトフェリンの効果 
 次に骨芽細胞の分化マーカーである I 型コラーゲン（PIP）を指標として 51)、
骨芽細胞分化に及ぼす MBP とラクトフェリンの効果を評価した。図 1-3A にヒト
骨肉腫由来骨芽細胞様細胞 MG-63 における PIP 産生に及ぼす MBP とラクトフェ
リンの効果を示した。MBP は MG-63 の PIP の産生量を促進した。それに対して、
LF-C を添加すると MBP よりも PIP 産生量は低く、LF-A ではほとんど検出されな
かった。また I 型コラーゲンの mRNA レベルは PIP 産生量と一致して変化するこ
とが明らかになり、PIP のタンパク質発現は、mRNA レベルで調節されているこ
とが示唆された (図 1-3B)。以上の結果から、ヒト骨芽細胞株 MG63 の分化は、
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Fig. 1-3. Effects of MBP and LF on the differentiation of human MG63 cells. 
(A) MG63 cells were cultured for 1 day in the presence of 100 μg/mL MBP 
or 100 μg/mL LF. The production of procollagen type IC-peptide (PIP), a 
marker of collagen synthesis as a bone matrix, was measured. Values are 
means ± standard error (n = 3). Values with different superscript letters 
are significantly different at P < 0.05. (B) Type I collagen mRNA expression 
in MG63 cells. MG63 cells were cultured for 4 days in the presence of MBP 








及ぼす MBP とラクトフェリンの影響を検討した。その結果、MBP やラクトフェ
リンを添加しないコントロールでは TRAP 陽性の多核細胞が多数検出された。そ





















Fig. 1-4. Effects of MBP and LF on osteoclastogenesis of RAW264 cells. 
(A) RAW264 cells were incubated with RANKL in the presence of 100 μg/mL 
MBP or 100 μg/mL LF. Osteoclast differentiation was determined by TRAP 
staining. TRAP-positive giant multinucleated cells are considered to be 
osteoclasts (indicated by asterisks). (B) Osteoclasts formed on a plastic 
plate were counted after treatment with MBP or LF. Values are means ± 
standard error (n = 4). Values with different superscript letters are 
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Fig. 1-5. Effects of MBP and LF on the bone resorbing activity of 
unfractionated bone cells. Unfractionated bone cells were prepared from 
rabbits and cultured on dentine slices. (A) Photographs of dentine slices 
on which osteoclasts were incubated in the absence (Control) or presence 
of MBP (100 μg/mL). The slices were stained with acid hematoxylin to 
observe the pits formed on the dentine slices (indicated by asterisks) by 
the osteoclasts. Arrow heads indicate osteoclasts. (B) Pit area formed on 
dentine slices were measured by image analysis software. Values are means 
± standard error (n = 5). Values with different superscript letters are 






















































１－３－６．卵巣摘出（OVX）ラットに及ぼす MBP とラクトフェリンの効果 

















Fig. 1-6. Effects of MBP and LF on femoral breaking strength (A) and 
breaking energy (B) of OVX rats fed a control diet, or diets containing 
0.1% MBP or 0.1% LF. Breaking strength and breaking energy were measured 
using a three-point bending rheolometer. Values are means ± standard error 
(n = 7). Values with different superscript letters are significantly 



































ポ タ ン パ ク 質 受 容 体 関 連 タ ン パ ク 質 1 〔 Low-density lipoprotein 











とが示されている。例えば、MBP にも含まれる IGF-1 や FGF、TGFβは、骨芽細
胞の増殖を促進することが知られている。とりわけ、IGF-1 と TGFβは、骨芽細
胞によるコラーゲン産生を促進する 53,54)。また、我々の研究室では、マウス骨
芽細胞株である MC3T3－E1 の細胞増殖活性を指標として、乳から high mobility 






























第２章 MBP に含まれる破骨細胞分化抑制因子とその作用メカニズムの検討  
２－１．序論 































NIH3T3 細胞の培養上清を用いた（M-CSF 培養上清）。  
マウス骨髄細胞による破骨細胞分化誘導は以下の手順で行った 64)。即ち、6
から 9 週齢の雄性 C57BL/6 マウスの大腿骨及び脛骨から骨髄細胞をα—MEM 培地
でフラッシュアウトした。骨髄に含まれる赤血球は、塩化アンモニウム溶液で
溶血して、取り除いた。骨髄細胞を洗浄後、10％FBS 含有α—MEM 培地中に細胞
を 10 cm シャーレに播種し、5％ CO2 濃度の 37℃インキュベーターで 12 から 16
時間培養した。培養後、シャーレに付着していない細胞を回収し、培地を 10％
FBS 及び 3％M-CSF 培養上清を含むα—MEM 培地中で、3 日間培養し、骨髄由来マ
クロファージ（BMM）を得た。BMM を 1 から 2×104 cells/cm2 の細胞密度で播
種し、500 ng/mL RANKL 又は 250 ng/mL GST と 30 ng/mL ヒト M-CSF（協和発酵







MBP 2.5 gを10 mM リン酸ナトリウム緩衝液（pH 7.0）に溶解し、同緩衝液










であるHiLoad 16/60 Superdex 75 pg カラム (16 mm × 600 mm) （GEヘルスケ
ア社製）に供した。同カラムは、150 mM 塩化ナトリウム含有10 mM リン酸ナト
リウム緩衝液（pH 7.0）で平衡化し、流速は0.2 mL/minで実施した。 
ゲルろ過クロマトグラムの分化抑制画分を逆相クロマトグラフィーである




ち、0 から 4 分, 0％(vol/vol) 溶液B、 4 から 5 分, 0から25％ (vol/vol) 
溶液B、5 から 40 分, 25 から 60％ (vol/vol) 溶液B、40 から 45 分, 60 か












細胞は、放射性免疫沈降法アッセイ（RIPA）(10 mM Tris-HCl、 1％ Nonidet 
P40、0.1％ deoxycholic acid、0.1％ SDS、150 mM NaClおよび1 mM EDTA)緩衝
液にプロテアーゼ阻害剤として2 mM フェニルメチルスルフォニル フルオラ
イド（PMSF）と100 kIU/mL アプロチニンを添加し、フォスファターゼ阻害剤と
して2 mM Na3VO4、20 mM NaFを添加した溶液で溶解した。免疫沈降とその後の
ウェスタンブロットは、Yogoら63)の方法に従って、protein A-Sepharoseゲル（GE
ヘルスケア社製）を用いて行った。ウェスタンブロットにおける目的タンパク
質の検出には、Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (ミリポ
ア社製)を用いた。 
各タンパク質を検出する一次抗体には以下を用いた。RANK (sc-9072), NFAT2 
(sc-7294), c-Fos (sc-52), TRAF6 (sc-7221),及び IκB (sc-371)はサンタク
ルズ社製を用いた。リン酸化ERK1/2とリン酸化JNKは、プロメガ社から購入した。





















して実施した。１晩培養後、10％FBS含有α-MEM培地にblastcidin S (4 μg/mL) 























２－２－９．RNA 抽出と RT-PCR 
RNA の抽出と cDNA の合成は、実験１－２－６と同様に行った。マウス RANK、
マウス c−fms の遺伝子発現を解析するため、RT-PCR 法を用いて解析を行った。
ハウスキーピング遺伝子には、GAPDH を用いた。各遺伝子のプライマーには、
以下を用いた。rank: 5’-GCC CAG TCT CAT CGT TCTGC-3’ (forward)、 5’-TAG 
CTG TCA GCG CTT TCC CT-3’ (reverse); c-fms: 5’-CCG GCC CAC TCT TGG AAT 
TT-3’ (forward)、5’-AGA CCG TTT TGC GTA AGA CCT-3’ (reverse); 
gapdh:5’-CAT GTT CCA GTA TGA CTC CAC TC-3’ (forward)、5’-GGC CTC ACC 









0.1 から 1 μg/mL の範囲の MBP 濃度で、RANKL によって誘発される破骨細胞へ




Fig. 2-1. Milk basic protein (MBP) inhibits osteoclastogenesis. 
Dose-dependent inhibition of osteoclast formation by MBP. Bone marrow 
cells were prepared and induced to differentiate in the absence (upper) 
or presence of RANKL (lower) as described in Materials and Methods; MBP 
was added at the indicated concentrations, and tartrate-resistant acid 
phosphatase-positive multinucleated cells were visualized. Bar = 100 μm 





























Figure 2-2. Reverse-phase chromatography of 
osteoclastogenesis-inhibiting protein isolated by gel-filtration 
chromatography. (A) Fractions containing osteoclastogenesis-inhibiting 
activity from gel-filtration column chromatography were loaded onto a 
reverse-phase column, and the elution profile is shown (dashed line). 
Eluted proteins were monitored by measuring absorbance at 280 nm (solid 
line), and steoclastogenesis-inhibiting activity was determined (solid 
circle). (B) SDS-PAGE profiles of the protein samples fractionated by 
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reverse-phase column chromatography and identification as lactoperoxidase 
(LPO). Fractions (37 to 43) were resolved by SDS-PAGE and compared with 
purified LPO after visualization by Coomassie Brilliant Blue (CBB) 
staining (upper panel) and Western blot (WB) analysis using anti-LPO (lower 
panel). (C) LPO activity of the purified fraction; LPO activity  of the 
indicated amount of heat-untreated or heat-treated (80°C, 10 min) 
purified fraction was measured. For measurement of LPO activity, samples 
were incubated with 0.1 M sodium citrate (pH 5.0) containing 0.65 mg/mL 
o-phenylenediamine and 0.015% H2O2 for 3 min at room temperature. The 
samples were treated with 1.0 M sulfuric acid and the optical density at 





Fig. 2-3. Purified lactoperoxidase (LPO) inhibits osteoclastogenesis. (A) 
Dose-dependent suppression of osteoclast formation by LPO. Bone marrow 
macrophages (BMM) were prepared and induced to differentiate as described 
in Materials and Methods. Formation of tartrate-resistant acid phosphatase 
(TRAP)-positive multinucleated (MN) cells in the absence or presence of 
the indicated amount of LPO was observed. (B) Effect of LPO on cell 
viability: BMM were cultured for 48 h in the presence of the indicated 
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amount of LPO and subjected to the WST-8 assay after washing with PBS. (C) 
Heat treatment of LPO and its inhibitory activity. The indicated amounts 
of LPO were heat treated and added to the in vitro differentiation system 
used in (A). After 4 d, TRAP-positive MN cells were counted. (D) Reactive 
oxygen species production in RANKL-treated cells: starved BMM were 
incubated with or without LPO (10 to 100 μg/mL) for 30 to 60 min before 
RANKL stimulation. After 10 min of RANKL stimulation, cells were loaded 
with 5 μM CM-H2DCF-DA (fluorescent stain) and their fluorescence was 








































Fig. 2-4. Effects of lactoperoxidase (LPO) on RANKL/RANK signaling. (A) 
Effects of LPO on c-Fos and NFAT2 activation: bone marrow macrophages (BMM) 
were cultured for 4 d in the absence or presence of the indicated amounts 
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of LPO. Cell extracts were prepared, and the expression of c-Fos and NFAT2 
was monitored by Western blotting. Anti-β-actin was used as a loading 
control. (B) Mitogen-activated protein kinase (MAPK) activity in 
LPO-treated cells: BMM were cultured in the absence (left panel) or 
presence (right panel) of LPO for the indicated periods after RANKL 
treatment. Cell lysates was prepared, and the phosphorylation (P) of ERK, 
p38, and JNK, and the expression of IκBα were monitored by Western 
blotting, using anti-pERK, anti-pp38, anti-pJNK, and anti-IκBα, 
respectively. (C) Effect of LPO on ubiquitination of TRAF6: N-terminally 
His-tagged ubiquitin was expressed in BMM. Ubiquitinated TRAF6 (UbTRAF6) 
was isolated by Ni+-NTA pull-down and monitored by immunoblot using 
anti-TRAF6. Expression of TRAF6 was monitored in the same cell extracts 
by Western blotting using anti-TRAF6 without Ni+-NTA pull-down. (D) 
Effects of N-acetyl-l-cysteine (NAC) and LPO treatment on the expression 
of RANK: BMM were cultured for 24 h in the presence of either NAC or LPO, 
and the expression of RANK was monitored by Western blotting or 
reverse-transcription PCR. (E) Overexpression of RANK: BMM were infected 
with RANK-FLAG-encoding or control (mock) retrovirus. After drug selection, 
resistant infectants were reseeded and stimulated with RANKL with or 
without LPO for 4 d. Osteoclast formation was evaluated by 

























































































３－２－１．MBP の調製  
牛乳からの MBP 画分の調製は、２－２－１と同様に行った。  
 
３－２－２．ウサギ全骨細胞由来の破骨細胞によるピットアッセイ 
 5 から 7 日齢雄性ウサギ（体重 100 g）の脛骨と大腿骨から、破骨細胞を含む
全骨細胞を調製した 47)。骨から軟組織を除去したした後、5％FBS 含有α-MEM
培地中で骨を解剖鋏で細分化し、全骨細胞を含む細胞浮遊液を回収した。これ
を 3 回行い、全量が 35 mL になるように調製した。この全骨細胞を含む調製液





MBP 2.2 gを10 mM リン酸ナトリウム緩衝液（pH 7.0）に溶解し、同緩衝液
で平衡化した陽イオン交換樹脂 SP-Sepharose Fast Flow （GEヘルスケア
社製）カラム(25 mm × 155 mm)に供した。未吸着のタンパク質を、同緩衝液で







であるHiLoad 16/60 Superdex 75 pg カラム (16 mm × 600 mm) （GEヘルスケ
46 
 
ア社製）に供した。同カラムは、100 mM塩化ナトリウム含有10 mM リン酸ナト
リウム緩衝液（pH 7.0）で平衡化し、流速は1.0 mL/minで実施した。 
ゲルろ過クロマトグラムの分化抑制画分を陽イオン交換カラムクロマトグラ
フィーであるMonoS カラム（GEヘルスケア社製）に供した。50 mM リン酸ナト
















た。即ち、全骨細胞を 1 型コラーゲンゲル上で 2 時間培養した。次に、PBS で
非付着性の細胞を洗い流し、0.001％ Pronase E と 0.02％ EDTA を含有した PBS










 乳から精製したウシアンジオジェニン(2 mg/mL) 0.4 mL とアジュバント
(TiterMax Gold, CytRx Corporation 社製) 0.4 mL を混合して、エマルジョン
を作成し、7 週齢雌性ウサギの両足に筋注した。その後、3 週間の間隔で、合計
3 回投与した。抗体価の上昇を確認後、血清を回収し、HiTrap rProtein A FF (GE
ヘルスケア社製)を用いて、IgG 画分を調製した。  
 MBP とアンジオジェニンの中和実験のために、5.56 mg/mL 抗アンジオジェニ
ン抗体 180 μL と 10 mg/mL MBP 溶液または 0.5 mg/mL 精製アンジオジェニン溶




 象牙片上の細胞を 3.7％ ホルムアルデヒド含有 PBS で 10 分間固定した後、







 象牙片上で細胞 2 日間培養した後、象牙片を 0.1 M リン酸緩衝液(pH 7.0)で
48 
 
2 回洗浄し、次に 2.5％ グルタルアルデヒド溶液を用いて、4 ℃ で 4 日間細胞
を固定した。観察用サンプルの脱水処理をするため、サンプルを各濃度のエタ
ノール(50,70, 80, 85, 90, 95, 99.5, 及び 100％) に段階的に処理した後、 t-
ブチルアルコールによる処理を行い、最終的に Freeze Dryer (ES-2020; 日立
社製)を用いて凍結乾燥した。SEM (S4300; 日立社製)による観察をするため、









社製)を用いて回収した。破骨細胞を 10％ FBS, 3％ M-CSF-CM,及び 500 ng/mL 





 卵巣を摘出(OVX)した 8 周齢雌性 ddY マウス(n=10)と擬似手術(Sham)マウス
(n=5)を日本 SLC から購入した。試験期間中、これらのマウスには、0.3％カル





ンは、2 週間のうち 6 回投与した。体重は、投与時に測定し、摂食量は毎日測
定した。実験終了時に屠殺して、子宮重量を測定した。対照群の内の 1 匹のマ
ウスの卵巣が完全に摘出されていなかったため、統計解析から除外した。左右
の大腿骨を摘出し、アロカ社製 Dichroma Scan DCS-600A を使用して、2 重エネ
ルギーX 線吸収法（DXA 法）により骨密度（BMD）を測定した。  
 
３－２－１２．RNA 抽出と RT-PCR 
ウサギ破骨細胞の TRAP とカテプシン K の遺伝子発現を解析するため、RT-PCR
法を用いて解析を行った。ハウスキーピング遺伝子には、GAPDH を用いた。各
遺伝子のプライマーには、以下を用いた。 
TRAP：5’-AAG GAG GAC TAC GTG CTC GTG GCC GGC-3’ (forward)、5’-TCC ACT 
CAG CAC GTA GCC CAC GCC GTT-3’ (reverse); cathepsin K：5’-AGC TGG GGA 
GAA AGC TGG GGA AAC AAAG-3’ (forward)、5’-AGG CAC AAA CAA ATG GGG AAA 
CCA AACA-3’ (reverse);GAPDH：5’- AGG GCT GCT TTT AAC TCT GGC AAA GTG 
G-3’(forward)、5’-AGT GGA GGC AGG GAT GAT GTT CTG GGG G-3’(reverse) 80)。 
象牙片上で培養した破骨細胞からの総 RNA の抽出には、RNeasy Micro Kit（キ
アゲン社製）を用いた。cDNA の合成には、SuperScript 3 First-Strand Synthesis 
SuperMix（インビトロジェン社製）を用いた。PCR の条件は cDNA 産物 2 μL、
10 mM プライマー溶液各 0.5 μL ずつ、DEPC 処理水 22 μL と Ex Taq バージョ
ンプレミックス（タカラバイオ社製）25 μL を混合した。初期加熱を 94℃ で
2 分間行った後、1 サイクル 94℃ 30 秒、 60℃ 30 秒、72℃ 1 分間でカテプシ
ン K は、25 サイクル、GAPDH と TRAP は、35 サイクル行い、最終の伸張反応は、









ッシャーの PLSD 法によって解析した。 破骨細胞のアクチンリングの形成に関
する統計解析はχ２検定を実施し、P 値が 0.05 未満を有意差ありと判断した。
動物実験は、一元配置分散分析を実施し、グループ間の有意差はダネット検定
によって解析した。すべての統計解析は、Super ANOVA（Abacus Concepts 社製）





 図 3-1A に、乳塩基性タンパク質を SP-Sepharose による陽イオン交換カラム
に供した際のクロマトグラムと陽イオン交換カラムクロマトグラフィーによる
各フラクションのウサギ全骨細胞による骨吸収試験に与える影響を示した。ま
た、図 3-1B には、フラクション No.40 から 75 まで、5 フラクション毎のフラ
クションの SDS-PAGE の結果を示した。フラクション No.40 から 45 までの約
80kDa のタンパク質は、ラクトパーオキシダーゼであり、フラクション No.75
の約 80kDa のタンパク質は、ラクトフェリンであると同定した。 
 一方、骨吸収阻害活性は、0.5 M の塩化ナトリウム濃度で溶出される、フラ
クション No.56 から 67 までのフラクションで、SDS-PAGE で主要なバンドが約
15kDa である(図 3-1B, lanes 7 and 8)画分に見出された。これらの画分を一ま
とめにした後、濃縮し、ゲルろ過クロマトグラフィーに供した。骨吸収阻害活
性をもつフラクションには、15kDa と 17kDa のタンパク質が含まれていること
が分かり、これをさらに MonoS 陽イオン交換クロマトグラフィーに供した（図
3-2A）。その結果、15kDa のタンパク質のみに骨吸収阻害活性が認められた(図
3-2B, レーン 8 及び 9)。 







Fig. 3-1. SP-Sepharose cation-exchange column chromatography of the bone 



























































































(A): Elution profile in the SP-Sepharose cation-exchange column 
chromatograph of MBP.  MBP solution was loaded on to an SP-Sepharose column.  
The bound proteins were eluted with a linear gradient of NaCl (0 to 1.0 
M) (dashed line) in 10 mM sodium phosphate buffer at pH 7.0.  The elution 
profiles were monitored by measuring the absorbance at 280 nm, and the 
inhibitory activity against the formation of pits by osteoclasts was 
measured.  The dark area shows the fractions containing the inhibitory 
activity.  The number of pits formed on the slices was 254.5 ± 50.4 in 
the control.  (B): SDS-PAGE profiles of the fractionated proteins.  The 
protein bands were visualized with CBB.  Lane 1: molecular mass marker; 
lane 2: 0.1% MBP solution; lane 3: fraction number #40; lane 4: #45; lane 
5: #50; lane 6: #55; lane 7: #60; lane 8: #65; lane 9: #70; lane 10: #75.  




Fig. 3-2. Mono S cation-exchange column chromatography of the bone 

















































(A):  Fractions containing bone resorption inhibitory activity from gel 
filtration chromatography were loaded on to a Mono S column, and the elution 
profile is shown.  The bound proteins were eluted with a linear gradient 
of NaCl (0 to 0.5 M) in 50 mM sodium phosphate buffer at pH 7.0.  The elution 
profiles were monitored by measuring the absorbance at 280 nm, and the 
inhibitory activity against the formation of the pits by osteoclasts was 
measured.  The dark area corresponds to fractions containing the activity.  
The number of pits formed on the slices was 163.2 ± 40.0 in the control.  
(B): SDS-PAGE profiles of the protein samples fractionated by Mono S 
cation-exchange column chromatography.  The protein bands were visualized 
with CBB.  Lane 1: molecular mass marker; lane 2: applied sample; lane 3: 
fraction number (#) 22; lane 4: #23; lane 5: #24; lane 6: #25; lane 7: #26; 
lane 8: #27; lane 9: #28; lane 10: #29.  The fraction numbers correspond 
to those in (A).
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Fig. 3-3. Identification of the purified protein.  (A) SDS-PAGE of the 
purified inhibitory protein.  The purified protein was subjected to 
SDS-PAGE in a 16% gel, with silver staining.  Lane 1: molecular weight 
marker; lane 2: 0.1% MBP solution; lane 3: purified protein.  (B) Amino 
acid sequence analysis.  The deduced N-terminal sequence of the 15-kDa 
protein is compared with that of bovine angiogenin.  Vertical lines 




15-kDa protein : A Q D D Y R Y I H F L T Q H Y D A K P K G R N D E
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |








































Fig. 3-4.  Effects of bovine angiogenin on bone resorption.  Scanning 
electron micrographs of dentine slices on which osteoclasts were incubated 
in the absence (A) or presence (B) of bovine angiogenin (5 μg/mL).  The 
white asterisk shows the pitted area.  The arrow indicates the osteoclast.  
(C) Dose-response curves.  Unfractionated bone cells from rabbits were 
inoculated on to dentine slices and incubated for 2 days in the presence 
of bovine angiogenin (□) or MBP (■) at the indicated concentrations.  
Values are expressed as a percentage of the control value.  The number of 











































Table 3-1. Effects of bovine angiogenin on the pit-forming activity of 
purified osteoclasts 
Addition  Pit formation (% of control) 
Unfractionated bone cells     
 None    100 ± 9.0 
 Bovine angiogenin    39.3 ± 8.2 
Purified osteoclasts     
 None    100 ± 51.6 
 Bovine angiogenin    27.1 ± 9.6 
 
 
Purified osteoclasts or unfractionated bone cells from rabbits were 
incubated for 48 h on dentine slices in the presence or absence of bovine 
angiogenin (3 μg/mL ).  Values are the mean ± SD, n = 4.  The number of 
pits formed by unfractionated bone cells and purified osteoclasts in the 
control was 145.7 ± 13.1 and 82.3 ± 42.5, respectively. 
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Table 3-2. Neutralization experiments with bovine angiogenin 
Addition  Pit formation (% of control) 
Control   100.0 ± 15.7
a
   
Anti bovine angiogenin Ab   77.9 ± 8.8
ab
  
MBP   38.5 ± 15.9
c
  
MBP +Anti bovine angiogenin Ab   59.8 ± 9.5
bc
  
Bovine Angiogenin   42.0 ± 14.9
c
  




Unfractionated rabbit bone cells were incubated for 48 h on dentine slices 
in the presence of MBP or bovine angiogenin, with or without pretreatment 
with anti-bovine angiogenin antibody, as described in the text.  Values 
are the mean ± SD, n = 5.  The number of pits formed on the slices in the 
control was 159.4 ± 24.1.  Values compared each other are designated with 
the respective superscript letters (a, b and c), and are significantly 




























Fig. 3-5  Effects of bovine angiogenin on mouse osteoclasts.  
Osteoclastogenesis was induced by RANKL (500 ng/mL) and M-CSF (100 ng/mL) 
on plastic culture plates.  Three days later, the medium was changed, the 
samples (A, none; B, bovine angiogenin 1000 μg/mL; C, Osteoprotegerin 
1000 ng/mL) were added, and incubation was continued for another day.  
Osteoclastogenesis was monitored by TRAP staining (A-C).  Mature mouse 
osteoclasts were removed with Cell stripper solution 4 days after treatment 
with RANKL and M-CSF.  Cells were seeded on dentin slices in the absence 
(D) or presence of the bovine angiogenin (1000 μg/mL; E) or 
Osteoprotegerin (1000 ng/mL; F) for 24 h.  The dentine slices were stained 
with acid hematoxilin (D-E).
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Table 3-3 Effect of bovine angiogenin on OVX mice in vivo 
The bovine angiogenin (1 mg/body) or vehicle was administered to OVX mice 
(control group or bovine angiogenin group) six times over two weeks.  At 
the end of the experiment, the uterine and femora were removed for 
measurements.  One mouse of in the control group was excluded from the 
statistical analysis, because its ovaries were not removed.  Values are 
the mean ± SD.  A significant difference compared with the control group 
(*P < 0.05, **P < 0.01). 
Group  Sham Control  Bovine angiogenin  
Number of animals  5 4 5 
Initial body weight (g)  26.0  ± 0.6 26.6 ± 1.0 26.1 ± 0.8 
Final body weight (g)  31.5  ± 0.8 32.0 ± 2.1 33.5 ± 1.0 
Uterine weight (mg)  146.9 ± 78.9 **  29.8 ± 5.0 27.1 ± 3.8 
Femur BMC (mg)  24.1 ± 1.1 ** 20.8 ± 1.0 24.2 ± 2.2 **  
Femur BMD (mg/cm
2























Fig. 3-6. Effects of bovine angiogenin on the formation of the F-actin ring 
in osteoclasts and on the pit-forming activities of the cells.  Mature 
osteoclasts were inoculated on to dentine slices and incubated for 2 days 
in the absence (A, B, C) or presence (D, E, F) of bovine angiogenin (5 μ
g/mL).  To identify osteoclasts, the cells were stained for TRAP (A, D), 
and to detect F-actin, the cells were stained with rhodamine-phalloidin 
(B, E).  Subsequently, the slices were stained with acid hematoxilin in 
order to observe the pits formed on the dentine slices by the osteoclasts 










Table 3-4 Effect of bovine angiogenin on the formation of the F-actin ring 
in osteoclasts and on the pit-forming activities of the cells 
Rabbit osteoclasts were incubated for 48 h on dentine slices in the 
presence or absence of bovine angiogenin.  Cells were stained with TRAP 
and rhodamine-conjugated phalloidin.  Dentin slices were stained with 
acid hematoxilin.  The osteoclasts, which formed F-actin ring or pits, 
were counted on the dentin slices.  OC means osteoclast. The significance 
was calculated from χ2 values.  A significant difference compared with 
none (*P < 0.05, **P < 0.01, and  ***P < 0.001). 
Addition No. actin-ring formation OC 
/no. total OC 
No. pit-formation OC 
/no. total OC 












Fig. 3-7 Effects of bovine angiogenin on the gene expression levels 
of TRAP and cathepsin K in rabbit osteoclasts assessed by RT-PCR.  Mature 
osteoclasts were inoculated on to dentine slices and incubated for 2 days 
in the absence or presence of bovine angiogenin (5 μg/mL).  Total RNA was 
extracted from each dentine slice at indicated time points as described 
in the Methods section. 
 A: 5 μg/mL bovine angiogenin.  C:Control.
Fig. 7  
 































































ジオジェニン（第 3 章）を分離同定した。 





ニノーゲンフラグメント 1/256,57)がある。また、MBP に含まれるシスタチン C に






































































し、MBPが効果を発揮するのに必要な量は、1 日当たり 40 mg と少ないことから、
MBP から分解されたアミノ酸が効果を示すのではなく、今回同定したアンジオ
ジェニンやラクトパーオキシダーゼ、ラクトフェリンがほぼそのままの形で効
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